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@ Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren mit 
dem Saccharid-Verbindungen auf sehr einfache Weise 
hergestellt werden konnen. Dieses Verfahren umfafSt die 
Schritte: 

(a) Anknupfung mindestens eines Saccharids an ein cycll- 
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(b) Umsetzung des in Schritt (a) entstandenen Saccharid- 
enthaltenden Diens oder eines kaufllch erhaltUchen Sac- 
charid-enthaltenden Diens mit einem Dienophil mittels 
Diels-Alder-Reaktion. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von Substanzbibliotheken auf der Grundlage 
von naturlich vorkommenden Sacchariden und Saccharidmimetika. 
5 [0002] Es ist bekannt, daB die Interaktionen zwischen Proteinen und naturlichen oder synthetischen Oligosacchariden 
hochspezifisch sind. An diesen Interaktionen sind im wesent[ichen Wasserstoffbriickenbindungen, wechselseitig vorhan- 
dene IDonoren und Acceptoren sowie hydrophobe Wechselwirkungen beteiiigt. Die dabei erreichten Bindungskonstanten 
sind allerdings um mehrcre GroBenordnungen geringcr als diejenigen, die bei Antigen- Antikorper Interaktionen gemes- 
sen werden. Um auf der Basis von Sacchariden eine Optimierung der genannten Wechselwirkungen durchfuhren zu kon- 
10 nen und alle Arten von Wechselwirkungen zuzulassen, miissen eine groBe Anzahl substituierter Saccharide und Saccha- 
ridmimetika ausprobiert werden und synthetisiert werden. Die Grundidee dabei ist die Entwicklung von wirkungsvoUen 
Therapeutika auf Saccharidbasis. Ein groBes Problem bei der Synthese von Saccharid(e)-enthaltenden Verbindungen ist 
allerdings die komplizierte mehrstufige Verfahrensdurchfuhrung, die zusatzlich noch eine ausgepragte Schutzgruppen- 
chemie verlangt. Dies gilt insbesondere, wenn mehrere Saccharide in bzw. an eine Verbindung synthetisiert werden soi- 
ls len Oder Saccharid-Bibliotheken aufgebaut werden sollen. Es besteht deshalb der dringende Bedarf nach einem Verfah- 
ren mil dem auf einfache Weise auch kompliziert aufgebaute Saccharid(e)-enthaltende Verbindungen synthetisiert wer- 
den konncn. Speziell ist daran gedacht mit dem Verfahren Saccharid-Cluster aufbauen zu konnen, die sich als Therapeu- 
tika eignen, weil sie mit Rezeptoren in bzw, auf Zellen oder Organen wechselwirken. Desweiteren sollen damit Saccha- 
rid-Bibliotheken und Saccharid-enthaltende Verbindungsbibliotheken aufgebaut werden. Femer soil sich das Verfahren 
20 eignen, um Saccharide mit Peptiden, NucleinsSuren und/oder Lipiden zu verkniipfen, wobei auch eine \ferkniipfung der 
Polymere untereinander moglich sein soil. 

[0003] Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren zur Verfiigung zu stellen, mit dem auch 
kompliziert aufgebaute Saccharid- Verbindungen oder Bibliotheken, wie vorstehend erwahnt, aufgebaut werden konnen. 
[0004] Diese Aufgabe wird durch die Gegenstande der Patentanspriiche gelost. 
25 [0005] Von den Erfindem wurde ein Verfahren zur Synthese von Saccharid- Verbindungen entwickelt, das die folgen- 
den Schritte aufweist: 

(a) Anknupfung mindestens eines Saccharids an ein cyclisches oder acylisches Dien, 

(b) Umsetzung des in Schritt (a) entstandenen Saccharidenthaltenden Diens oder eines kauflich erhaltlichen sac- 
30 charidhaltigen Diens mit einem Dienophil mittels Diels-Alder-Reaktion. 

[0006] Die Diels-Alder-Reaktion ist eine Reaktion, bei der ein Dien mit einem Olefin reagiert, wobei ein Ubergangs- 
zustand durchlaufen wird, an dem 67C-Elektronen beteiiigt sind. Dieser Ubergangszustand verleiht den Diels-Alder-Re- 
aktionen, im Vergleich zu den ublichen organischen Reaktionen, relativ niedrige Aktivierungsenergien, so daB diese Re- 

35 aktionen bereits bei Raumtemperatur oder leicht erhohten Temperaturen ablaufen konnen. Diels-Alder-Reaktionen kon- 
nen durch hohen Druck beschleunigt werden. Gerade in den letzten Jahren sind eine Reihe von Katalysatoren bekannt 
geworden, die in der Lage sind, unter milden Bedingungen efifektiv Diels-Alder Reaktionen zu katalysieren (K. Pindur et 
al., Chem Rev. 1993, 93, S. 741-761; Kundig et al., Angew. Chem. 1999, 111, S. 1298-1301). Da Diels-Alder Reaktio- 
nen grundsatzlich reversibel sind, eignet sich dieser Reaktionstyp auch fur die dynamische kombinatorische Chemie. Die 

40 Bildung von exo- und endo-Isomeren kann iiber die Tfemperatur und auch den Katalysator gesteuert werden. HinsichtUch 
der Ausbeuten bietet die Diels-Alder Reaktion groBe Vorteile, da sie ohne weitere Nebenprodukte und mit nahczu quan- 
titativer Ausbeute verlauft. Die Diels-Alder Reaktion wird daher von den Erfindem eingesetzt, um kompliziert aufge- 
baute Saccharid- Verbindungen und Bibliotheken aus Saccharid-enthaltenden Verbindungen bzw. Saccharid-Bibliothe- 
ken aufzubauen. Bei gcschickter Substitution der beiden Aus gangs verbindungen (Dien und Dienophil) mit funktionellen 

45 Gruppen oder Resten sind darait Molekiile zuganglich, die drei oder sogar vier unterschiedliche Reste enthalten konnen. 
[0007] ErfindungsgemaB eignen sich als cyclische Dien-Komponente in Schritt (a) vorzugs weise Furan, Fulven, Fur- 
fural, Cyclopentadien, Cyclohexadien, Pyrrol, 1,3-Ozazol, 1,2-Oxazol, Pyrazol, Thiophen und als acyclische Verbindun- 
gen 1,3-Diene (z. B. trans-trans Hexadien-2,4-l,6-diol), welche mit funktionellen Gruppen ein- oder mehrfach substitu- 
iert sein konnen. Die funktionellen Gruppen konnen ausgewahlt sein aus beispielsweise Alkylketten (C2-C20, bevorzugt 

50 Methyl, Ethyl, iso-Propyl, Tert. -Butyl usw.). OH, SH, Halogene, Aryl-, Carboxyl-, Nitro-, Carboxyamido-, Keto-, Sulf- 
oxid-, Sulfon-, Sulfonsaure-, Phosphorsaure- oder Amino-Gruppen, die direkt oder iiber Alkylreste gebunden sind. Die 
Dien-Komponente kann aber auch Aminosaure-, Peptid-Substituenten, Lipid-Substituenten oder Oligonukleotid- bzw. 
Nukieinsaure-Substituentcn tragen. An die Dien-Komponente lassen sich auch alle Arten phamiazeutischer Wirkstoffe, 
Markierungen, Farystoffe oder Komplexe (z. B. Carboran, Ferrocen) koppeln. 

55 [0008] Bevorzugte Dien-Komponenten sind: Bishydroxyalkylfurane, wie 2,3-Bishydroxymethylfuran, 3,4-Bishydrox- 
ymethylfuran, 2,5-Bishydroxymethylfuran, Hydroxymethylfiirfural, a-GMF (a-Glycosyhnethyl-furfural; bzw. mit z, B. 
NaBH4 reduzierter Aldehydfunktion). Ebenso konnen natUrlich auch deren Homologe mit Ethyl- oder Propyigruppe statt 
Methyl- eingesetzt werden. 

[0009] Die Dien-Komponenten sind kauflich erhalllich z. B. Fa. Aldrich (Furfural = Aldrich #27,886-6; Hydroxyme- 
60 thylfurfural = Aldrich #4,080-7; 3-Hydroxymcthylfiiran = Aldrich #19,639-8) oder Fa. Sudzucker AG (a-GMF). AUge- 
mein gilt, daB 2,5-disubstituierte Furane in Diels-Alder-Reaktionen eine geringere Reaktivitat besitzen als 3,4-Disubsti- 
tuiertc, Diese abgestufte Reaktivitat laBt sich synthetisch nutzen. Dabei ist von \brteil, daB sich die Reaktivitat von Hy- 
droxymethylgruppen in den einzelnen Positionen des Furans unterscheidet, so daB eine sequentielle Substitution moglich 
wird. Damit lassen sich sehr einfach verschiedene Saccharide in das Furan einfuhren (s. Fig. 1). 
65 [0010] Im Schritt (a) des crfindungsgemaBen Verfahrens wird ein Saccharid mit einem Dien verkniipft, indem das Dien 
mit einer Imidat-Komponente umgesetzt wird, die mit einem Saccharid substituiert ist. Die Reaktionsbedingungen fur 
diese Reaktion sind beispielsweise von R. R. Schmidt, in: Glycosciences, ed. H. J. Gabius, S. Gabius, S. 31-53 beschrie- 
ben wordcn. Die Verknupfung des Saccharids mit der Dicn-Komponentc kann auch mittels anderer Reaktionen (z. B. 
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iriittels der bekannten Konigs-Knorr-Reaktion) erfolgen. Der Begriff "Saccharid" umfaBt Saccharide jeglicher Art, ins- 
besondere Mono-, Di-, Oligo- oder Polysaccharide (z, B. mono-, di- tri-, multi-antennare sowie dendritische Saccharide) 
in alien stereoisomeren und enantiomeren Formen. Diese konnen Pentosen oder Hexosen sein, welche in der L- oder D- 
Form vorliegen. Als Monosaccharide sind insbesondere Glucose, ganz besonders a- und D-Glucose, Fructose, Galac- 
tose, Mannose, Arabinose, Xylose, Fucose, Rhamnose, Digitoxose und Derivate davon bevorzugt. Als Disaccharide eig- 5 
nen sich insbesondere Saccharose, Maltose, Laktose oder Gentobiose, entweder 1,4- oder 1,6-verknupft, sowie Derivate 
davon. Als Saccharide gelten hier auch Zuckeralkohole, Polyole, Inosite und Derivate davon, ganz besonders cis-Inosi- 
tol, epi-Inositol, alio Inositol, myo- Inositol, muco-Inositol, chiro-Inositol, neo-Inositol, scyllo-Inositol, PinpoUitol, 
Streptamin, Quercitol, Chinasaure, Shikimisaure, Conduritol A bzw. B, Validatol und Quebrachitol, z. B. aus Galactino- 
len, sowohl aus pflanzlichen Quellen, wie Zuckerriiben (daraus erhaltlich: Hydroxymethylfurfural; F. W. Lichtenthaler, lO 
Mod. Synth. Meth. 1993, 6, S. 273-376), als auch aus Milchprodukten, oder durch enzymatische Enantiomerentrennung 
gewonnene Verbindungen. Femer sind erfindungsgemaB einsetzbare Saccharide Glycokonjugate. Diese konnen Konju- 
gate von z. B. Sacchariden mit Peptiden, Lipiden, Sauren (— »■ Ester), Alkylresten (— * Ether), Heterozyklen oder anderen 
Kohlenhydraten sein. Ein Beispiel von Glycokonjugaten istZl-ZlO, ein Gemisch von 10 Glykokonjugaten. Bei den Ver- 
bindungen Zl-ZlO handelt es sich um in der Natur vorkommende Glycopeptide, Glycoproteine und Lipopolysaccharide. 15 
Derivate der erwahnten Saccharide sind z. B. init Schutzgruppen (z. B. Benzoyl-, Silyl-, Dimelhoxytrityl-) geschutzte 
Saccharide und/oder mit fiinktioneUen Gruppcn, wie Amino-, Nitro, Carboxy-, Carboxyamido-, Keto-, Sulfoxid-, Sul- 
fon-, Sulfonsaure-, Phosphors aure-, Phosphonsaure-, Mono/Di/Trilalkylamidgruppen oder Halogenidgruppen, modifi- 
zierte Saccharide. Vorstehende Saccharide konnen naturlich vorkommen oder synthetisch hergestellt sein. Vorzugsweise 
weist das Imidat nur ein Saccharid auf, aber auch eine Anzahl von 2, 3, 4, 5 und 6 Saccharid-Komponenten ist denkbar, 20 
wenn das Imidat entsprechend ausgewahlt ist. Die Saccharide konnen dabei gleich oder verschieden voneinander sein. 
[0011] Bevorzugte Saccharid-substituierte Imidat- Komponen ten sind Tri-O-Benzoylfucoseimidat oder Tetra-O-Ben- 
zoylgalactoseimidat. Die Saccharid- subs tituierten Imidat-Komponenten werden beispielsweise gemaB H. Paulsen et al., 
1992, Liebigs Ann. Chem. 747-750 hergestellt. 

[0012] Um in Schritt (a) ein voUstandig mit Sacchariden modifiziertes Dien zu erhalten, kann die vorbeschriebene Re- 25 
aktion des Diens mit dem Saccharid-substituierten Imidat mehrfach hintereinander stattfinden (s. Beispiel 1) oder das 
Imidat wird im UberschuB zugesetzt, wobei dann nach der Reaktion ein- und mehrfach Saccharid- modifiziertes Dien 
voneinander zu trennen werden sollten, um im nachfolgenden Schritt (b) zu einheitlichen Produkten zu koramen. Die in 
Schritt (a) aus den vorstehend als bevorzugt genannten Dienen und Saccharid-substituierten Imidaten herstellbaren Ver- 
bindungen sind beispielsweise 3,4-Bis-(fucosyl-oxymethyl)-furan, 3,4-Bis-(galactosyI-oxymethyl)-fijran, 3-Fucosylox- 30 
ymethyl-4-gaIactosyIoxymethylfuran, 2,5-Bis-galactosyloxymethyl-furan, 2,5-Bis-fiicosyloxymethyl-furan, 2-Fucosy- 
loxymetJiyl-5-galactosyloxymethylfuran und Alkohole, abgeleitet von Furan-2,5-di-P-propionsaure oder abgeleitet yon 
Furan-2,5-di-essigsaure. Falls die Verbindungen Schutzgruppen enthalten (vorzugsweise: Benzoylschutzgruppe) konnen 
diese z. B. mit Natriummethanolallosung gemaB Standardverfahren abgespalten werden. 

[0013] In Schritt (b) eignen sich als Dienophile Maleinsaure(anhydrid)-Derivate, Fumarsaure(anhydrid)-Derivate, 35 
Maleinimid-Derivate (bevorzugt: N-substituiertes Maleinimid), Acrylsaure-Derivate, Acetylen-Derivate, Butindicar- 
bonsaure bzw. dessen Derivate oder Enolether. Unter Derivaten sind dabei jene, die nach Substitution der genannten Ver- 
bindungen Alkylketten (C2-C20), OH, SH, Halogcnen, Aryl-, Carboxy-, Nitro-, Carboxyamido-, Keto-, Sulfoxid-, Sul- 
fon-, Sulfonsaure-, Phosphorsaure-, Amino-, Phosphonsaure- oder Mono/Di/Trialkylamid-Gruppen tragen. Desweiteren 
kann die Dienophil-Komponente mit Sacchariden gemafi der vorstehenden Definition substituiert sein. Die Dienophil- 40 
Koraponente kann aber auch Aminosaure-, Peptid-Substituenten, Lipid-Substituenten oder Oligonukleotid- bzw. Nukie- 
insaure-Substituenten tragen. An die Dienophil-Komponente lassen sich auch alle Arten pharmazeutischer Wirkstoffe, 
Markierungen, Farbstoffe oder Komplexe koppeln. Bevorzugte Dienophile sind THs-(2-Maleinimidoethyl)amin 
(TMEA), N-Phcnyl, N-Ethyl, Maleinimidolysin oder Conduritol. 

[0014] Die Dien- als auch die Dienophil-Komponente konnen einzeln oder beide auch aromatische oder heterozykli- 45 
scheReste enthalten. Diese konnen ausgewahlt sein aus: Phenyl-, Thienyl-Thiophenyl-, Furyl-, Furanyl-, Pyranyl-, Pyr- 
rolyl-, Imidazolyl-, Pyrazolyl-, Pyridyl-, Pyrazinyl-, Pyrimidinyl-, Pyrazinyl-, Pyridazinyl-, Thiazolyl-, Oxazolyl-, Indo- 
lyl-, Furazannyl-, Pyrrolinyl-, Imidazolinyl-, Pyrazolinyl-, Thiazolinyl-, Triazolyl-, Tetrazolyl-Gruppe, sowie diePositi- 
onsisomeren des oder der Heteroatome, die diese Gruppen umfassen konnen, ein Rest bestehend aus carbocyclischen 
kondensierten Ringen, beispielsweise die Naphthylgruppe oder die Phenanthrenylgruppe, ein Rest bestehend aus kon- 50 
densierten heterocyclischen Ringen, beispielsweise Benzofuranyl, Benzothienyl, Benzimidazolyl, Benzothiazolyl, 
Naphtho[2,3-b]thicnyl, Thianthrenyl, Isobenzofuranyl, Chromenyl, Xanthenyl, Phenoxathiinyl, Indolizinyl, Isoindolyl, 
3H-Indolyl, Indolyl, IndazolyU Purinyl, Chinolizinyl, Isochinolyl, Chinolyl, Phlhalzinyl, Naphlhyridinyl, Chinoxalinyl, 
Chinazolinyl, Chinolinyl, Pteridinyl, Carbazolyl, p-Carbolinyl, Cinnolinyl, Acridinyl, Phenazinyl, Phenothiazinyl, Phe- 
noxazinyl, Indolinyl, Isoindolinyl, Imidazopyridyl, Imidazopyridmidinyl oder auch die kondensierten polycyclischen 55 
Systeme bestehend aus heterocyclischen Monozyklen, wie beispielsweise vorstehend definiert, wie beispielsweise Thio- 
naphthenyl, Furo[2,3-b]pyrrol oder Thieno[2,3-b]furan, und insbesondere die Phenyl-Furylgruppen, wie 2-FuryI, Imida- 
zolyl, wie 2-ImidazoIyl, Pyridyl, wie 2-Pyridyl, 3-Pyridyl, 4-Pyridyl, Pyrimidinyl, wie Pyridmid-2-yI, Thiazolyl, wie 
Thiazol-2-yl, Thiazolinyl, wie ThiazoIin-2-yl, Triazolyl, wie TriazoIyl-2-yl, Tetrazolyl, wie TetrazoI-2-yl, Benzimidazo- 
lyl, wie Benzimidazol-2-yl, Benzothiazolyl, Benzothiazol-2-yl, Purinyl, wie Purin-7-yl, oder Chinolyl, wie 4-Chinolyl. 60 
[0015] Die Diels-Alder-Reaktion ist ein Standardverfahren der organischen Chemie und die Reaktionsbedingungen 
sind einem Fachmann wohl bekannt bzw. konnen in einschlagigen Lehrbiichern nachgeschaut werden. Im Rahmen der 
vorliegenden Erfindung wird die Diels-Alder-Reaktion vorzugsweise in beliebigen Losungsmitteln zwischen 20^ und 
100°C durchgefUhrt. Bevorzugte L3sungsmittel sind Wasser oder Alkohole, wie Methano oder Hthanol. Die Bildung von 
exo- und endo- Verbindungen, wie sie bei diesem T^p von Diels-Alder-Reaktionen beobachtet werden, kann durch die 65 
experimentellen Bedingungen gesteuert werden und veigrdBert die Zahl der zu erhaltenden Verbindungen um den Faktor 
zwei. Diese Variation der experimentellen Bedingungen Uegt im Kdnnen eines Durchschnittsfachmanns. 
[0016] Alle Diels-Alder-Reaktionen sind Gleichgewichtsreaktionen, bei denen in Abhangigkeit von der Ibmperatur 
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auch iriinier auch die Koinponenten zugegen sind und somit andenveidg aus dem Gleichgewicht heraus init anderen 
Partnem abrcagieren konncn. Damit eignet sich das vorstehend beschricbene System auch zur kontrollierten Freisetzung 
der Dienophil-Komponente, bei gleichzeitiger Verankerung der Dien-Komponente an einem Polymertrager oder umge- 
kehrt. TVagt das Dienophil z. B. ein Peptid oder ein Therapeutikum so sleht damit ein System zur Verfugung, das fiir die 
5 kontrollierte und steuerbare Freisetzung von Arzneimitteln von einer Festphase genutzt werden kann. In Erweiterung 
vorstehend beschriebener Reaktionen steht mit dem erfindungsgemaBen Verfahren eine Moglichkeit der Verkniipfung 
von Peptiden mit Sacchariden, von Peptiden mit Nukleinsauren, von Sacchariden mit Nukleinsauren und der jeweiligen 
Komponente mit sich selbst zur Verfugung, sofera die eine Komponente mit einem Dien und die andere mit einem Die- 
nophil verbunden ware. Die entstandenen Diels-Alder Addukte konnen selbst noch abgewandelt werden, z. B. durch 
10 Ringoffnung des Anhydridringes oder auch durch Hydrierung der Doppelbindung oder durch Additionsreaktionen an 
diese Doppelbindung. 

[0017] Das Oxa-bicycloheptan-Ringsystem kann unter sauren Bedingungen zu einem Cyclohexan-Ringsystem geoff- 
net werden, Dabei ist eine Spaltung des Diels-Alder Addukts in die Komponenten nicht mehr moglich und es entstehtein 
neuer Strukturtyp, ein Inositolderivat, das sicher andere pharmakologische Eigenschaften aufweist, da es nicht mehr die 
15 Rigiditat des Bicyclus besitzt. 

[0018] Um groBere Cluster oder Bibliotheken aufzubauen, mussen die Schritte a) und/oder b) des erfindungsgemaBen 
Vcrfahrens mehrmals hintercinander durchgcfuhrt werden. 

[0019] Im Rahmen der vorliegenden Erlindung kann Schritt a) naturlich wegfallen, wenn von einem Saccharid-substi- 

tuierten Dien ausgegangen wird. 
20 [0020] Nachfolgend sollen einige wichtige Aspekte der vorliegenden Erfindung hervoigehoben werden, wobei diese 
nicht als Beschrankung des breiten Verfahrenskonzepts auszulegen sind. 

[0021] Wird als Dien ein zweifach mit Zuckerresten substituiertes Furan und als Dienophil ein N-substituiertes Mal- 
einimid eingesetzt, das iiber einen Spacer beliebiger Lange ein Saccharid tragt, so entstehen bei der Diets- Aldcr-Reak- 
tion Trisaccharide. Nach diesem Schema laBt sich bei der Verwendung von z. B. zehn unterschiedlichen Saccharidimi- 
25 daten eine Bibliothek mit fast 1000 verschiedenen THsacchariden generieren. Da die Schutzgruppen sowohl des Diens 
als auch des Dienophils vorher abgespalten werden konnen, kann die Diels-Alder-Reaktion in Wasser durchgefiihrt wer- 
den, was sich gunstig auf die Reaktionsgeschwindigkeit und Ausbeute auswirkt (s. Fig. 2). 

[0022] Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren lassen sich Substanzen/Bibliotheken herstellen, die sich eignen, die In- 
teraktion von Lektinen mit Proteinen zu inhibieren. Solche Substanzen konnen bei der Krebstherapie zur Vermeidung der 

30 Metastatisierung oder als Entziindungshemmer Verwendung finden. Bei Verwendung von Spacem, wobei diese sowohl 
im Dien als auch im Dienophil eingefugt werden konnen, oder von seltenen oder mit ungewohnlichen funktioneUen 
Gruppen versehenen Sacchariden, erhoht sich die Diversitat der Bibliotheken. Die Multiantennaritat, die fiir die Interak- 
tion von Sacchariden mit Lektinen von Bedeutung sein kann, laBt sich ebenfalls mit Hiife des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens herstellen. Durch die zwei- oder dreifache Diels-Alder-Reaktion mit eineni entsprechenden Dienophil sind sol- 

35 che Molekule leicht zuganglich (s. Fig. 3). 

[0023] Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren sind auch Verbindungen/Bibliotheken generierbar, die neben den Sac- 
chariden auch andere pharmakophore Gruppen enthalten, um allgemein neue Leitstrukturen fiir Therapeutika zuganglich 
zu machen. Solche Gruppen konnen Heterozyklen, Aromaten oder auch peptidische Strukturen sein, die entweder im 
Dien oder Dienophil enthalten sind. Durch diese vielfaltigen Kombinationsmoglichkeiten erhoht sich die Diversitat der 

40 Bibliotheken betrachtlich. Gunstig kann in diesem Zusanmienhang auch die oft geringe konformative Beweglichkeit der 
cntstehenden Diels-Alder-Produkte sein, da sich solche Strukturen besser an Rezeptoren anlagcm. Durch das Vorhanden- 
sein der Saccharidreste in den Produkten sind diese entsprechend wasserloslich. 

[0024] Die Diels-Alder-Reaktion von Dienen mit Dienophilen (z. B. substituierten Maleinimiden) kann auch zur Ver- 
bindung von Proteinen mit Sacchariden und von Sacchariden mit Nukleinsauren eingesetzt werden. Hier ist es zweck- 

45 maBig, einen Lysinrest im Protein zu haben, der iiber die freie Aminogruppe die Anfugung des Maleinimid-Restes ge- 
stattet. Es ist aber auch denkbar, daB am aminoterminalen Ende ein Lysin-Rest angefiigt wird. Bei diesen so zuganglichen 
Neo-Glycoproteinen laBt sich der EinfluB von unterschiedlichen (Oligo)Sacchariden auf die Wirksamkeit der Proteine 
Oder deren Pharmakokinetik untersuchen, Auf dem gleichen Weg ist auch eine Markierung von Sacchariden mit Biotin 
problemlos durchfuhrbar, was fur eine mogliche Diagnostik auf der Basis von I^ktin-Saccharid-Wechselwirkungen von 

50 Wichtigkeit ware (Fig. 2). 

[0025] Die Diels-Alder-Reaktion von Dienen (z. B, substituierten Furanen) mit Dienophilen (z. B. substituierten Mal- 
einimiden) fiihrt auch zur Dotierung von Oberflachen mit Sacchariden, Lipiden, Peptiden oder (Oligo)nukleotiden. Da- 
bei kann sowohl das Dienophil als auch das Dien auf der Oberflache immobilisiert sein. Eine Anwendung in der Chip- 
Technologie ist somit denkbar. Auch die ErhGhung der Beladungsdichte auf der Oberflache ist durch die Verwendung 

55 von Strukturen wie in Fig. 2 machbar. 

[0026] Da die Diels-Alder-Reaktion mit diesen Komponenten schr gut in Wasser durchzufuhren ist und in der Regel 
keiner Katalyse bedarf, konnen alle Komponenten ohne Schutzgruppen miteinander umgesetzt werden. Dadurch entfallt 
die finale Abspaltung von Schutzgruppen, ein ProzeB der oftmals groBe Schwierigkeiten bereitet. 

[0027] Da alle Diels-Alder-Reaktionen reversibel sind und sich die Gleichgewichte schon bei Raumtemperatur einstel- 
60 len, kann die Umkehrung der Adduktbildung auch fUr die kontrollierte Freisetzung der Komponenten der Diels-Alder- 
Reaktion, die dafiir mit Wirkstoff en beladcn sind, eingesetzt werden. 

[0028] Wie in der Einleitung bercits ausgcfUhrt, sind die natiirlichen Bindungskonstanten zwischen Proteinen und (Oli- 
go)sacchariden nicht sehr hoch. Oflfenbar bestand im Rahmen der Evolution kein Bedarf fUr eine weitere Optimierung 
dieser Bindungskonstanten. Aus grundsatzlichen Erwagungen heraus sollte es moglich sein, durch Zulassung alter Arten 
OS von Wechselwirkungen einschlieBlich ionischer Interaktionen, auf der Basis von Sacchariden und Saccharidmimetika 
wirkungsvolle Agonisten und Antagonisten von Rezeptoren in Analogic zu Peptiden darzustellen. Die Verwendung von 
substituierten Sacchariden, wobei alle Arten von funktioneUen Gruppen eingesetzt werden konnen, auch solche, die bis- 
her nicht in Sacchariden vorkommen, ist sicher eine Voraussetzung fiir diese Optimierung. 
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[0029] Mit Hilfe der koinbinatorischen Chemie isl es inogUch, sehr wirkungsvolle Agonisten und Antagonisten auf der 
Basis von Peptiden, Lipiden oder Nuklcinsauren zu identifizieren. Um daraus Therapeutika, vor allem fur die orale App- 
likation, zu entwickeln, bedarf es aber Substanzen, die oral verfugbar sind. Eine notwendige Voraussetzung dafur ist die 
ausreichende Wasserloslichkeit, Ein moglicher Ansatz zur Verbesserung der Wasserloslichkeit und damit der oralen Ver- 
fiigbarkeit, ist die kovalenle Verkniipfung von Wirkstoffen mit Sacchariden unter Bildung von Konjugaten. Mit dem er- 5 
findungsgemaBen Ansatz ist es moglich, unter Anwendung eines kombinatorischen Ansatzes von vomherein das Pro- 
blem einer ausreichenden Wasserloslichkeit durch die Venvendung geeigneter Bausteine zu beriicksichtigen. Dies bietet 
dariiber hinaus noch den Vorteil, da3 diese Bausteine auf der Basis von Sacchariden und ihrer Derivate Teil des Wirk- 
stoffs werden und damit zur Starkung der Bindung des Wirkstoffs an sein Target beitragen konnen. Von den Erfindem ist 
auch daran gedacht worden, das Verfahren auf die Festphase zu tibertragen, wobei sinnvoUerweise die Bindung an die lO 
Festphase uber den Saccharidteil erfolgt. 

[0030] Die Erfindung wird weiter anhand der nachfolgenden Figuren beschrieben. 
[0031] Fig. 1 Einfuhrung von 2 Saccharidresten in ein Furansystem 

[0032] Fig. 2 Reaktion eines zweifach substituierten Furans mit einem N-substituierten Maleinimid 

[0033] Fig. 3 Mehrfache Diels-Alder-Reaktion 15 

[0034] Fig. 4 Exemplarische Bausteine fiir die Diels-Alder Reaktion 

[0035] Die Erfindung wird weiter anhand der nachfolgenden Beispiele verdeutlicht. 



Bei spiel 1 

20 

Syn these von glycosidierten Hydroxymethylfuranen 




[0036] 20 mraol 3,4-Bis-Hydroxymethylfuran 1 und 21 mmol Tri-O-Benzoyl-fucose-imidat 2 werden in 300 ml Di- 
chlormethan gelost. Die Losung wird auf -40**C abgekiihlt und mit einigen Tropfen Triflat versetzt. Die Reaktionslosung 
wird dann im Eisbad 1 Stunde geriihrt, die organische Phase wird mit verdunnter Bicarbonatlosung und dann mit Wasser 
ausgeschuttelt, iiber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt. Das Reaktionsprodukt 3 wird nach Saulenchroma- 45 
tographie an Kieselgel mit Petrolether/Essigester (2/1) in einer Ausbeute von ca. 60% erhalten. 

[0037] 6 mmol Mono-fiicosylicrtes Furan 3 wird mit 6.3 mmol Imidat 4 wie oben beschrieben umgesetzt. Die Rcini- 
gung erfolgt saulenchromatographisch an Kieselgel mit Petrolether/Essigester (2/1). Das Produkt 5 wird in einer Aus- 
beute von ca. 55% erhalten. 

[0038] Zur Entschutzung (Abspaltung der Benzoylgruppen) wurde das Produkt 5 mit Natriummethanolatlosung umge- 50 
setzt. Ausbeuten: ca. 60%. 

[0039] Um die entspechenden 2,5-Produkte herzustellen, wird im ersten Schritt statt 3,4-Bis-Hydroxymethylfuran das 
2,5-Bis-HydroxyinethyIfuran eingesctzt und analog wie vorstehend verfahren. 

Beispiel 2 55 



Glycosidierung von Maleinimid bzw. -Derivaten 




[0040] 5 mmol geeignet derivatisiertes Maleinimid 1 (Maleinimid + Spacer + OH) werden mit 4.9 mmol Galactosyli- 
midat 2 in 100 ml Dichlormethan gelost und bei -40°C mit 10 Tropfen Triflat versetzt, Es wird bei 0°C geriiht. Nach voll- 
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standiger Urnsetzung wird die Reaktionslosung mit verdiinnter Bicarbonatlosung und Wasser ausgeschutlelu Das L6- 
sungsmittcl wird uber Natriumsulfat gctrocknet und i. Vak. eingeengt. Der Ruckstand wird an Kieselgel mit Petrolether/ 
Essigester (2/1) chromatographiert. Ausbeute an Produkt 3: 54%. 

[0041] Zur Abspaltung der Benzoylgruppen wird mit Natriununethanolat oder einer Mischung aus MethanolAVasser/ 

5 Triethylamin umgesetzt. 

Bei spiel 3 
Diels-AIder Reaktion 

10 

a) Biotinyiierung 
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50 pmol glycosidiertcs Furan 1 (s. Bcispiel 1) und 50 ^imol Biotinderivat 2 (Fa. Pierce, Kat.-No. 2 1900 ZZ) werden 
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in 1 ml Wasser gelost. Die Losung wird bei Raumteniperatur geruhrt. Der Fortgang der ReakLion wird inittels HPLC 
kontroUicrt, Nach beendeter Umsctzung wird die Reaktionslosung gefrieigetrocknet. Das Produkt 3 (endo/exo-Mi- 
schung) wird mittels praparativer HPLC isoliert. Ausbeute 50-60%. 

b) Unter den gleichen Bedingungen wurden auch folgende Reaktionen durchgefuhrt, wobei die Dien-Komponente 
jeweils gemaS Beispiel 1 hergestellt wurde und die Dienophil-Komponente gemaB K. Wakisaka et al„ J. Med. 
Chem. 1 997, 40, S . 2643-2652 hergestellt wurde. 



Einfuhrung eines Lysinrestes 




c) Umsetzung von 2,5 und 3,4-Glycosyl-hydroxymethylierten Furanen 
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[0042] Eine Losung von 50 pmol Tris(-2-Maleinimidoeihyl)ainin 1 (TMEA) und 190pmol Bis-Galactosylfuran 2 in 
1 ml Wasser wird 50 Stunden bei Raumtemperatur gcriihrt Das Produktgemisch 3 (Kombination aus endo- und exo-Pro- 
dukten) wird mittels HPLC in ca. 30% Ausbeute erhalten. 

40 

Beispiel 5 
Gekreuzte Diels-Alder Reaktion 



[0043] Hierbei handelt es sich um die gleichzeitige Reaktion von 2,5- und 3,4-Furanen mit einem Dienopliil (— ► Kom- 45 
binatorik) 
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[0044] 50 pmol eines Gemischs der glycosidierten 3,4- und 2,5-Furane 1,2 (s. Beispiel 1) und 50 pmol N-Ethyl-Mal- 
einimid 3 werden in 1 mi Wasser gelost. Die Losung wird bei Raumtemperatur geriihrt. Der Fortgang der Reaktion wird 
mittels HPLC kontroUiert. Nach beendeter Umsetzung wird die Reaktionslosung gefriergetrocknet Die Produkte4 und 5 
werden mittels praparativer HPLC isoliert. Ausbeute 50-60%. 

5 

Beispiel 6 
Diels- Alder Reaktion an der Festphase 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 




[0045] 1,0 g Tris-(2-aminoethyl)amin-PoIymer (Aldrich #47,210-7) werden in 20 mi Wasser fur 1 Std. quellen gelas- 
sen. Danach wird in 20 ml gesattigter NaHCOs-Losung aufgeschlammt und bei 0°C mit 1080 mg MethoxycarbonyLma- 
Icimid vcrseLzl und dann bei Raumtemperatur 16 Sid. geriihrt. Man stellt mit H2SO4 auf pH 3-4 ein, exU-ahiert mit Es- 
sigester und Dichlormethan. Die wassrige Phase wird getrocknet. Zu 100 mg des Produktes werden 108 mg glykosylier- 
55 tes Furanderivat (s. Beispiel 1) in 3 ml Wasser gegeben. Es wird bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 16 Stunden wird das 
Wasser entfcmt und das Produkt mittels HPLC gereinigt. 
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Beispiel 7 
Herstellung von Trisacchariden 





McL Wt: 452.41 



I 



LO 



15 




[0046] 5 mmol geeignet derivatisiertes Maleinimid 1 (Maleinimid + Spacer + Saccharid) werden mit 4.9 mmol digly- 
cosyliertem Furan 2 in 100 ml Dichlormethan gelost und bei -40°C mit 10 Tropfen Triflat versetzi, Es wird bei O'^C ge- 
riiht, Nach vollstandiger Umsetzung wird die Reaktionslosung mit verdunnter Bicarbonatlosung und Wasser ausgeschiit- 
telt. Das Losungsmittel wird uber Natriumsulfat getrocknet und i. Vak. eingeengt. Der Ruckstand wird an Kieselgel mit 
Petrolether/Essigester (2/1) chromatographiert Ausbeute an Produkt 3: 54%. 



Patentansprtiche 



1. Verfahren zur Synthese von Saccharid- Verbindungen, das die folgenden Schritte aufweist: 

(a) Anknlipfung mindestens eines Saccharids an ein cyclisches oder acyclisches Dien, 

(b) Umsetzung des in Schritten (a) entstandenen Saccharid-enthaltenden Diens oder eines kSuflich erhSltli- 
chen Saccharid-enthaltenden Diens mit einem Dienophil mittels Diels-Alder-Reaktion. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das Dien ein substituiertes Furan, Fulven, Furfural, Pyrrol, I*yra2ol, Oxazol, 
Thiophen, Cyclopentadien, Cyclohexadien oder acyclisches 1,3-Dien ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei das Dienophil ein Maleinsaure(anhydrid)-Derivat, Fumarsaure(anhy- 
drid)-Derivat, Maleinimid-Derivat, Acrylsaure-Derivat, Acetylen-Derivat oder ein Enolether ist. 

4. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 3, wobei das Dien und/oder Dienophil als Substituenten Alkylketten, 
OH, SH, Halogene, Aryl-, Carboxyl-, Nitro-, Carboxyamido-, Keto-, Sulfoxid-, Sulfon-, Sulfonsaure-, Phosphor- 
saure-, Amino- Gruppen, Aminosauren- bzw. Peptid-Substituenten, Oligonukleotid- bzw. Nukleinsaure-Substituen- 
ten, Lipid-Substituenten, Saccharide, pharmazeutische Wirkstoffe, Markierungen, Komplexe oder Farbstoffe tra- 
gen. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei in Schritt (a) das Saccharid mit dem cyclischen Dien ver- 
kniipft wird, indem das Dien mit einer Imidat-Komponente umgesetzt wird, die mit einem Saccharid substituiert ist. 

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei das Dien eine cyclisches Dien ausgewahlt aus 2,3-Bishy- 
droxymethylfuran, 3,4-Bishydroxymethylfuran, 2,5-Bishydroxymethylfuran oder ein Derivat von a-GMF mit mo- 
difizierter Aldehydfunktion ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei das mit einem Saccharid modifizierte Imidat Tri-O-Benzoyl- 
fucoseimidat oder Tetra-O-Benzoylgalactoseimidat ist. 

8. Verfahren nach einem der Ansprtiche 1 bis 7, wobei das in Schritt a) erhaltene Produkt 3,4-Bis-(fucosyl-oxyme- 
lhyl)-furan, 3,4-Bis-(galactosyl-oxyinethyl)-furan, 3-galactosyl-hydroxymethyl-4-fucosyl-hydrpxymethylfuran, 3- 
Fucosyl-4-fucosyl-3,4-bis-hydroxymethylfuran, 3-Fucosyl-4-galactosyl-3,4-bis-hydroxymethylfuran, 2-Galacto- 
syl-5-galactosyl-2,5-bis-hydroxymethyl£uran oder 2^-Bis-(galactosyl-oxymethyl)-furan ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 4, wobei der Substituent ein Biotinrest oder ein Lysinrcst ist. 
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a) 




Zi = Saccharid 1, Wiikstoff, NuIdeinsSure usw. 
Zj = Saccharid 2, WirkstoflE; Nukleinsluirc xisw. 
Za = Saccharid 3» W^rkstofi^^ NuldeinsSurc usw. 



b) 






Fig. 2 
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Weitere Bausteine fur die DA-Reaktion 




Fig. 4 
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